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PROCEDE D'OBTENTION D* AC IDE VANILLIQUE ET DE VANILLINE 
PAR BIOCONVERSION PAR UNE ASSOCIATION DE MICROORGANI SMES 

FILAMENTEUX . 
La presente Invention est relative a 
5 l'obtention d' acide vanillique et de vanilline par 
bioconversion . 

Actuellement, la vanilline est I'ardme le 
plus utilise dans les industries agro-alimentaires . Or, 
la production de vanilline naturelle a partir de gousses 
10 de vanille ne couvre que 20% des besoins du marche et son 
prix de revient est de l'ordre de 25 OOOF/kg. 

La vanilline peut egalement Stre obtenue par 
synthase chimique ; toutefois, cette m^thode d'obtention, 
si elle convient pour la fabrication des parfums et des 
15 cosm^tiques , peut soulever dans les industries agro- 
alimentaires des difficultes d'ordre legislatif. En outre 
les ardmes de synthese ont tendance par ailleurs a §tre 
moins appr6ci6s par les consommateurs que les aromes 
d'origine naturelle* 
20 C'est pourquoi I'on cherche a obtenir des 

composes aromatiques produits gr&ce a des procedes biolo- 
giques, qui mettent en oeuvre des microorganismes 
(bacteries, levures, champignons), des cellules animales 
ou veg^tales ou leurs systemes enzymatiques . 
25 La vanilline est produite par certains vege- 

taux et micooorganismes , en particulier des champignons, 
oil elle constitue un des produits de degradation de pre- 
curseurs a noyau aromatique (acide ferulique et acide 
vanillique) . 

30 La Demande de brevet europeen 453 3 68 au nom 

de la Societe PERNOD-RICARD , decrit la production de 
vanilline naturelle par bioconversion d' acide ferulique 
ou d' acide vanillique, en presence d'un champignon fila- 
menteux du groupe des Basidiomycetes , Pycnoporus 

35 cinnabar inus . 
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Chez ce champignon, quatre voies metaboliques 
de transformation de l'acide ferulique ont ete identi- 
fiees : 

- Voie 1 : l'acide ferulique est reduit en aldehyde 
5 coniferylique puis en alcool conif erylique ; differents 

dimeres sont ensuite formes a partir de ce compose. Cette 

voie est mineure. 

- Voie 2 : il y a coupure de la chaine propenolque 
de l'acide ferulique avec perte de deux carbones et for- 

10 mation d'acide vanillique. 

- voie 3 : l'acide vanillique resultant de la voie 2 
est reduit en vanilline par la Reductase I. La vanilline 
produite peut ensuite etre reduite par la Reductase II en 
alcool vanillique. 

- Voie 4 : l'acide vanillique resultant de la voie 2 
est hydroxyle et decarboxyle en methoxyhydroquinone , par 
1' action d'une vanillate hydroxylase intracellulaire. 

Dans les conditions decrites dans la Demande 
EP 453 3 68. la production de vanilline par P. 
cinnabarinus MICH , a partir de 300 mg/1 d'acide feru- 
lique est au maximum de 1 ' ordre de 45 mg/1 (rendement 
molaire de conversion de 20,5 %), et a partir de 300 mg/1 
d'acide vanillique, cette production est au maximum de 
1' ordre de 81,4 mg/1 (rendement molaire de conversion de 
25 31%). 

La presente Invention a pour but d'ameliorer 
le rendement de la production de vanilline naturelle par 
bioconversion a partir de precurseurs a noyau aromatique 
(acide ferulique et acide vanillique). Dans ce but, les 
Inventeurs ont cherche a ameliorer le rendement de 
conversion de l'acide ferulique en acide vanillique, et 
le rendement de conversion de l'acide vanillique en 
vanilline. 

La presente Invention a pour objet un precede 
d'obtention de l'acide vanillique par bioconversion a 
partir de l'acide ferulique, lequel precede est caracte- 
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rise en ce que ladite bioconversion est effectuee en uti- 
lisant une culture comprenant au moins une souche d'un 
champignon filamenteux choisi dans le groupe constitue 
par les Ascomycetes et les Basidiomycetes, ou au moins 
5 une souche d'Actinomycete. 

La presente Invention a egalement pour objet 
un precede d'obtention de vanilline par bioconversion a 
partir de l'acide ferulique, lequel precede est caracte- 
rise en ce qu'il comprend : 

10 " une ^tape de transformation de l'acide 

ferulique en acide vanillique par le procede defini ci- 
dessus ; 

- une etape de transformation de l'acide 
vanillique en vanilline par au moins un champignon fila- 
15 menteux de la classe des Basidiomycetes. 

Selon une premiere variante du procede 
d'obtention de vanilline conforme a 1' Invention, les deux 
etapes sont effectuees sequent iellement . Dans ce cas le 
procede conforme a 1 ' Invention comprend: 
20 _ 11116 etape au cours de laguelle on ajoute de 

l'acide ferulique a une culture comprenant au moins une 
souche d'un champignon filamenteux choisi dans le groupe 
constitue par les Ascomycetes et les Basidiomycetes, ou 
au moins une souche d'Actinomycete, et l'on recueille 
25 l'acide vanillique produit ; 

- une etape au cours de laquelle on ajoute 
l'acide vanillique produit au cours de la premiere etape 
a une culture comprenant au moins une souche d'un champi- 
gnon filamenteux de la classe des Basidiomycetes, et l'on 
recueille la vanilline produite. 

Pour mettre en oeuvre cette variante, les 
champignons utilises dans chacune des etapes sont culti- 
ves separement jusqu'a l'obtention d'une biomasse posse- 
dant les capacites necessaires a la bioconversion (e'est 
35 a dire une biomasse d'au moins 0,5 g de matiere seche par 
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litre de culture) . et les cultures obtenues sent ensuite 

utilisees successivement . oroc ede 
Selon une deuxieme vanante du precede 
conform a !• invention, les deux etapes sont ef feezes 
S sLultanement. Dans ce cas l-oo ajoute de 1'acx* . f«ru 
iZe a une culture covenant, pour la transformation de 
iTide ferulique en acide vanillic. au moxns une 
Lucnt d.un cha^ignon filamenteux Ooisi dans !e oroupe 
colstitue par les Ascomycetes et les Basidio^ce-. o 
,„ au moins une souche d'Actinomycete. et. pour la transfer 
ZZnte 1'acide vanillic en vanilline. au une 
7^2 de Basidiomycete „ui pent etre identic a ou dif- 
fered de celle utilisee pour transformer I""** 
%Z - ~ide vanillic, * !•« recueille la vanxllxne 

IS produite. ^ ^ oeuvre cette deuxitoe 

variante. les champignons utilises pour la trans format xon 
Tl acide feruli^ue en acide vanillic et ceux utilises 
pour la transformation de 1 • acide vanillic en vanill ne 
,o so« cultives separement Juso^a 1-obtention d'une bxo- 
masse Issedant les capacites necessaires a la bioconver- 
TZ Tt les cultures obtenues sont ensuite regroupees 
pour' ottenir une co-culture permettant de realxser la 

bioconversion en une seule etape. £(Sru i iqU e en 

Pour la bioconversion de 1 acioe reruj. y 
acide vanillic, des Ascomycetes preferes 

aux genres Surotium. «icilli«-. et ^ 

_ ^rpfpres appartiennent aux 9 eniCS 

Basidiomycetes pref-es £ Phans roc^e . 

BJerfcandera. ^ Ischn od e rma ; des 

30 Pycnoporvs J*~£^ appa rtiennent aux S.reptomyces . 

^"^""LL la bioconversion de !• acide vanillic 
„,nilline des Basidiomycetes preferes appartiennent 
aux ^res ^-candera. — — ^ 
35 ^cnoporus, Trametes. Lentinus. et xschnoderma. 
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Le Tableau I ci-apres mentionne, de facon non 
limitative, quelques especes convenant a la mise en 
oeuvre du procede selon 1' Invention, et quelques souches 
testees par les Inventeurs, et qui se sont averees parti- 
5 culierement perf ormantes dans ce cadre. 



TABLEAU I 



20 



25 



Especes 


Exemple de souches 




utilisees 


Actinomyc^tes : 




- Streptomyces setonii 


ATCC 25497 


Ascomycetes : 




- Eurotium chevalieri 




- Penici Ilium verrucosum 




eye 1 opium 




- Aspergi 1 1 us oryzae 




- Aspergillus versicolor 




- Aspergillus niger 


LMTC N* 2.7 (CNCM 1-1472) 


Basidiomyc£tes 




- Ischnoderma benzolmum 


CBS 250.30 


- Bjerkandera adusta 


CBS 595.79 


- Nidula niveo-tomentosa 


ATCC 38357 


- Phanerochaete sordida 


IHEM 3730 


- Phanerochaete 




chrysospori um 


MIC 247 (CNCM 1-1471) 


- Pycnoporus cinnabarinus 


MUCL 3 8467 


- Trametes pini 


CBS 210.36 


- Lentinus edodes 


CBS 454.59 

- - 



II est possible , selon les cas , de se procu- 



rer les diff^rentes souches citees, aupres de la collec- 
tion MUCL, 3 place Croix du Sud, 1348, Louvain La Neuve, 
Belgique, aupres de la collection IHEM, 14 rue J . 
Wytsman, 1050, Bruxelles, Belgique, aupres de la collec- 
tion CBS, Oosterstraat 1, Postbus 273, NL-3740 AG Baarn, 
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et aupres de la collection ATCC, 12301 Parklawn Drive, 
Rockville, Maryland 20852 USA. 

D' autre part, la souche d' Aspergillus niger 
LMTC 2.7 et la souche de Phanerochaete chrysosporium MIC 
5 247 ont ete deposees le 31 aout 1994 aupres de la CNCM 
(Collection Nationale de Cultures de Microorganismes ) 
tenue par l'Institut Pasteur, 26 rue du Docteur Roux, a 
Paris, sous les numeros respectifs 1-1472 et 1-1471. 

Les organismes peuvent etre cultives sous 
10 forme de cellules libres, ou sous forme de cellules immo- 
bilisees sur un support hydrophile ou hydrophobe, de pre- 
ference rugueux. 

Les cultures sont effectuees, de maniere 
classique, a partir d'un inoculum qui peut etre constitue 
15 par des spores, par des fragments de mycelium, ou par une 
preculture de mycelium. Le milieu de culture comporte une 
source de carbone, au moins une source d' azote, des sels 
mineraux, et est additionne d'extrait de levure. Les 
constituents de ce milieu peuvent etre ceux qui sont 
20 classiquement utilises pour la culture de 1 ' espece de 
champignon concernee . 

Toutefois, les Inventeurs ont constate que 
lorsque la source de carbone utilisee comprend ou est 
constitute par au moins un phospholipide, on observe une 
25 acceleration de la bioconversion, en particulier en ce 
qui concerne la bioconversion de 1' acide ferulique en 

acide vanillique. 

Avantageusement, le milieu de culture com- 
prend au moins un phospholipide choisi dans le groupe 
3 0 constitue par la phosphatidylcholine, la ^©phosphati- 
dylcholine, la phosphatidylethanolamine, 
1-acylphosphatidylethanolamine, le phosphatidylinositol , 

et 1' acide phosphatidique. 

Preferentiellement ce phospholipide ou 
35 melange de phospholipides est utilise a une concentration 
comprise entre 0,1 et 20 g/1. 
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Par exemple on peut utiliser un melange de 
phospholipides de soja comprenant : 

- 12 % de phosphatidylcholine et lysophosphatidyl- 
choline ; 

5 - 31 % de phosphatidylethanolamine et acylphosphatidyl- 
£thanolamine ; 

- 27 % de phosphatidylinositol ; 

- 30 % d'acide phosphatidique . 

Pour am^liorer le rendement de bioconversion 
10 de l'acide ferulique en acide vanillique, on 
peut egalement activer la beta-oxydation peroxysomale . 

Les Inventeurs ont en outre observe que 
1 'utilisation de cellobiose comme seule source de carbone 
du champignon, ou en complement d'une autre source de 
15 carbone, par exemple d'un sucre tel que le maltose, per- 
met de limiter tres signif icativement la production de 
methoxyhydroquinone, et done d'augmenter le rendement de 
bioconversion de l'acide vanillique en vanilline. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du 
20 procede conforme a 1' Invention, la source de carbone uti- 
lisee comprend ou est constitute par du cellobiose. 

Selon une disposition preferee de ce mode de 
mise en oeuvre, le milieu de culture comprend du cello- 
biose. 

25 Le cellobiose peut etre ajoute des le debut 

de la culture, a une concentration comprise entre 0,5 g/1 
et 10 g/1, preferentiellement 5 g/1, et/ou peu de temps 
avant, ou simultanement a 1- addition de l'acide ferulique 
ou de l'acide vanillique, a une concentration comprise 

30 dans ce cas entre 0,5 g/1 et 5 g/1, preferentiellement 
2,5 g/1. 

Pour initier la bioconversion, on additionne 
a la culture le precurseur, a savoir soit l'acide feru- 
lique, puis l'acide vanillique, dans le cas de la pre- 
35 miere variante du procede, soit l'acide ferulique, dans 
le cas de la deuxieme variante du procede. 
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II est avantageux d'aj outer en meme temps que 
le precurseur/une quantite, comprise entre 0,01 et 5 g/1 
d'au moins un produit constituant une source de carbone, 
ou une source d' azote, ou de sels mineraux. ou de 
lipides, ou d'un melange de ces differents produits. 

On citera parmi les sources de carbone utili- 
sables dans ce but, le maltose, le cellobiose, 1 ' acide 
galacturonique, le xylose, le rhamnose, l'arabinose ; 
parmi les sources d' azote. le tartrate diammonxum, 
l'extrait de levure ; parmi les sels mineraux, les sels 
de calcium, de potassium, de magnesium ; parmi les 
lipides, les acides gras emulsifies, et les phospholi- 
pides . 

L 1 acide ferulique est une matiere premiere 
15 aisement disponible, et peu couteuse. II est present par 
exemple dans la fraction parietale de sous-produits agn- 
coles tels que les pulpes de betterave (0,9% du poxds 
sec) ou les sons de cereales (2,0% du poids sec dans les 
sons de mais). L' acide vanillique peut en particulier 
etre produit a partir de 1 ■ acide ferulique au cours de la 
premiere etape du procede conforme a 1' Invention. 

Li ' acide ferulique peut etre utilise sous 
forme libre ou bien sous forme life ; on entend par acide 
ferulique lie un ester d'un sucre ou d'un oligosaccharxde 

avec 1" acide ferulique. 

L 1 acide ferulique libre ou 1' acide vanillique 
peuvent etre ajoutes tels quels, sous forme de cristaux, 
ou sous forme d'une solution de leurs sels de sodium, 

potassium, ou ammonium. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du 
procede conforme a 1- invention, 1' acide ferulique ou 
1'acide vanillique sont ajoutes a raison de 0,1 a 2 g/1 
de culture. de preference 0,3 g/1- Si 1 • on utilise 
I- acide ferulique lie, ou bien un sel d-acide ferulique, 
ou d-acide vanillique, on ajustera la concentration de 
maniere a ce qu'elle corresponde a la gamme de concentra- 
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tions en acide ferulique ou en acide vanillique indiquee 
ci-dessus . 

Selon un autre mode de mise en oeuvre prefere 
du procede conforme a 1' invention, l'ajout de 1- acide 
ferulique ou de 1' acide vanillique s'effectue apres 12 a 
96 h de culture. Toutefois, lorsque l'ajout en une seule 
fois aboutirait a des concentrations toxiques pour le 
champignon, a savoir des concentrations super ieures a 
2 g/1 pour 1' acide ferulique et a 2 g/1 pour 1' acide 
vanillique, des ajouts sequentiels ou en continu seront 
ef f ectues . 

Les Inventeurs ont en outre observe qu'il 
etait possible et particulierement avantageux, de mettre 
en oeuvre le procede selon 1' Invention en presence d'une 
15 resine non-ionique, de preference de type hydrophobe. En 
effet, non seulement 1' acide vanillique, mais egalement 
la vanilline sont toxiques pour les champignons, a des 
concentrations superieures a 2 g/1. L'utilisation de 
resine permet de pieger ces metabolites et de maintenir 
leurs concentrations en dessous du seuil de toxicite. 

D' autre part, l'utilisation de resine pour 
pieger la vanilline permet egalement d'eliminer celle-ci 
du melange reactionnel avant qu'elle soit reduite en 
alcool vanillique. 

L' acide vanillique ou la vanilline fixes sur 
la resine peuvent etre recuperes , par elution avec un 
solvant approprie, tel par exemple que l'ethanol. 

Des resines non-ioniques pouvant etre utili- 
sees sont, a titre d' exemple non-limitatif , les 
3 0 suivantes : 

- Resines AMBERLITE : XAD2 ; XAD4 ; XAD7 ; 

- Resine DUOLITE : XAD761 ; 

- Resine DOWEX : S112 

Les resines XAD761 et S112 sont preferees 
3 5 pour fixer 1' acide vanillique, et les resines XAD2 , XAD4, 
XAD7, et S112, sont preferees pour fixer la vanilline. 
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A titre d'exemple. la resine XAD2 permet de 
fixer 98% de la vanilline ; la capacite d' adsorption de 
cette resine est de 1 ' ordre de 20 mg de vanilline par 

gramme de resine. 

Preferentiellement, l'ajout de resine est 

effectue des 1' apparition de la vanilline. 

L'ajout de resine peut s'effectuer, par 
exemple, soit directement dans le recipient de culture, 
soit par circulation du milieu de culture dans une boucle 
externe contenant la resine. 

Pour eliminer l'acide vanillique et la vanil- 
line du milieu de culture et les recuperer au fur et a 
mesure de leur production, il est egalement possible de 
faire appel a d'autres techniques, telles que 
!■ ultrafiltration, 1 ■ osmose inverse ou la capture sur 

charbon actif . 

Pour ameliorer de facon significative le ren- 

dement de bioconversion de 1'acide vanillique en vanil- 
line, on peut egalement choisir une souche de basidio- 
mycete qui ne forme que tres peu d'alcool vanillique, et 
accumule la vanilline produite. 

II s'agit par exemple de basidiomycetes de 

1- ordre des Nidulariales . 

La vanilline produite devenant tres rapide- 
ment toxique pour le metabolisme du champignon, il est 
avantageux dans ce cas de la pieger en utilisant une 
resine, comme indique ci-dessus. 

La presente Invention sera mieux comprise a 
1-aide du complement de description qui va suivre, qui se 
ref ere a des exemples de mise en oeuvre du procede 

conforme a 1' Invention. 

II doit etre bien entendu toutefois que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre d' illustration de 
1-objet de I' invention dont ils ne constituent en aucune 
3 5 maniere une limitation. 
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EXEMPXiE 1 : Realisation dea cultures 

A) Champignons : 

La composition du milieu de base est donnee ci-dessous : 
Composition du milipn * 

5 Maltose 20 g/1 

Tartrate diammonium 1,842 g/1 

KH 2 P0 4 0,2 g/1 

CaCl 2/ 2 H 2 0 0,0132 g/1 

MgS0 4 , 7H 2 0 0,5 g/1 

10 Extrait de levure 0,5 g/1 

Le milieu est sterilise par autoclavage 20 
min a 120 *C. 

L ' inoculation est effectuee par des fragments 
myceliens, des spores (2.10 5 spores/ml), ou une pre- 
15 culture de mycelium, comme decrit dans la Demande 
EP 453 368. 

Aprds inoculation, les cultures sont incubees 
a 30 *C et soumises a une agitation de 120 tours/min. 

Apr£s 12 a 96 h de culture, I'acide ferulique 
ou I'acide vanillique (dans le cas de la mise en oeuvre 
du proced£ en deux etapes) sont ajoutes. lis sont utili- 
ses sous forme de sel en solution dans l'eau ; la solu- 
tion a 6t£ pr^alablement st^rilisee par filtration 
(membrane de 0,2 pm). La solution est ajoutee en quantite 
25 suffisante pour obtenir une concentration finale corres- 
pondant a 0,3 g d'acide ferulique ou d'acide vanillique 
par litre de culture. 
B) Actinomyc^tes : 

La composition du milieu de base est la suivante : 
30 Glycerol 5 g /i 

Extrait de levure 2 g/1 

Le milieu est sterilise par autoclavage 2 0 
min a 12 0 *C. 

L 1 inoculation est effectuee par des fragments 
35 de mycelium aerien preleves sur un milieu solide 
malt /agar. 
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Apres inoculation, les cultures sont incubees 
£ 30-C et soumises a une agitation de 120 tours/min. 

L'acide ferulique, sous forme de sel, est 
ajoute en tout debut de culture, a la concentration de 

5 l g/1- 

C) Suivi de la bioconversion : 

La bioconversion, au cours de la mise en 
oeuvre du precede conforme a 1 ' Invention est suivie par 
le dosage des metabolites produits . Pour proceder a ce 
10 dosage, un aliquot du milieu de culture est preleve ste- 
rilement a intervalles de temps reguliers. Cet alxquot 
est ensuite filtre (membrane de 0.2 pm) et une analyse par 
HPLC du filtrat est realisee. pour detecter et doser les 
metabolites produits. 

15 r^^ii-ionF rT analyse HFLC 

- phase inverse = colonne BONDAPACK C18 

- solvant : CH3COOH 0,01 % dans H 2 0/methanol 

- detection en UV a 280 nm 

20 rfflr^" 111 *" 1 * 

ft) Par un ^n? Tnr>i CTnon 

La souche d 1 Aspergillus nigrer MIC 373, depo- 

see le 31 aout 1994 aupres de la Collection Nationale de 

Culture de Microorganismes sous le numero 1-1472, a ete 

25 mise en culture comme indique a 1'exemple 1 ci-dessus. 

L'acide ferulique a ete ajoute en continu a 

raison de 430 mg/1 par 24 heures . 

L'acide ferulique et ses metabolites sont 
doses comme decrit a l'exemple 1 ci-dessus. 

Les resultats obtenus apres 15 3 ours de 
croissance de la culture sont indiques dans le Tableau II 
ci dessous. 

Legende du Tableau II : 

Colonne 1 : Acide ferulique consomme (mg/1) ; 
35 colonne 2 : Acide vanillique produit (mg/1) ; 

Colonne 3 : Methoxyhydroquinone produite (mg/1) ; 
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Colonne 4 : Rendement molaire (%, . le rendement molaire 
est defxni comme le nombre de moles d' acide vanillique 
produces pour 100 moles d' acide ferulique consoles. 

TABLEAU II 



109 



82 



5055 3600 

On observe une consommation totale de l'acide 
ferulique ajoute. Celui-ci est transform* en grande majo- 
rity (82%) en acide vanillique qui est faiblement (2%) 
metabolise en methoxyhydroquinone , et pas du tout en 
vanilline et alcool vanillique. 
B) Par un actinomycete : 

La souche de Streptomyces setonii ATCC 25497 
a ete mise en culture comme indique a 1 ' exemple 1 ci- 
dessus . 

L'acide ferulique, sous forme de sel, est 

ajoute en tout debut de culture i i = 

L ue cuxcure, a la concentration de 

l g/1. 

L'acide ferulique et ses metabolites sont 
doses comme decrit a 1' exemple 1 ci-dessus. 

Les resultats obtenus apres 100 heures de 
croxssance de la culture sont indiques dans le Tableau 
III ci dessous. 
L^gende du Tableau III ; 

Colonne 1 : Acide ferulique consomme (mg/1) ; 
Colonne 2 : Acide vanillique produit (mg/1) ; 
Colonne 3 : Rendement molaire (%) . 

TABLEAU III 



1 


2 


3 


880 


332 


43 
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Hni1 1 , ^jj- ™r to phmmHrtiPM- 

!iS ~* flla La source de phospholipides utilisee est le 
NAT 89 foumi par la Societe Natterman Phospholipid Gmbh 
(Cologne, Allemagne) . La composition du NAT 89 est la 

suivante : . . 

12 % de phosphatidylcholine et de lysophosphatidyl- 

choline . 

31 % de phosphatidylethanolamine et acyl-phosphati- 

dy 1 e t hano 1 am ine 

27 % de phosphatidyl inositol 

30 % d'acide phosphatidique 

Le NAT 8 9 (20 g/1) a ete utilise comme 
source de carbone a la place du maltose dans les cultures 
^'Aspergillus niger. Les resultats obtenus montrent une 
bioconversion plus rapide de 1'acide ferulique en acxde 

vanillicrue . . . 

T^ K- a , a -t— Mnroirm** I ***** 

Pour illustrer cet exemple, une souche repre- 
sentative d'une espece de Basidiomycete produisant prxn- 
cipalexnent de 1'alcool vanillic a ete 

II s'agit de la souche MIC 247 ae 
Phanerochaete chrysosporium, deposee le 31 aoQt 1994 
aupres de la Collection Nationale de Culture de 
Microorganismes sous le numero 1-1471. Cette souche a ete 
m ise en culture comme indique a 1 • exemple 1 "J* 6 "^ 

L-acide vanillique a ete ajoute sequentielle- 
ment, a ..voir : 0,3 g/1 au bout de 3 jours de culture, 

puis 0,3 g/1 tous les jours. 

Pour !• experience 2, de la resxne XAD2 
(AMBERLITE) sterile est ajoutee a raison de 10% 
poids/volume) apres 3 jours + 6h de culture d» . champ - 
gnon, soit 6 h apres 1'ajout decide vanxll.que (a 

300 mg/1) • 



WO 96/08576 „^ 

PCT/FR9S/01173 



15 



sont 



10 



15 



30 



35 



L' acide vanillique et ses metabolites 
doses comme decrit a l'exemple 1 ci-dessus . 

Les resultats, indiques dans le Tableau IV 
ci-dessous, sont donnes apres 4 jours et 7 jours 

6 j ours 



( experience 2 ) , de 



de la cul- 



(Experience 1), ou apres 
croissance de la culture. 
Legende du Tableau IV : 

Colonne 1 : Numero de 1 • experience, et age 
ture ; 

Colonne 2 : Acide vanillique consomme (mg/1) ; 
Colonne 3 : Vanilline produite (mg/1) ; 
Colonne 4 : Alcool vanillique produit (mg/1) ; 
Colonne 5 : Methoxyhydroquinone produite (mg/1) ■ 
Colonne 6 : Rendement molaire (%) ; l e rendement molaire 
est ici defini comme le nombre de moles de vanilline pro- 
duces pour 100 moles d' acide vanillique consommees. 

TABLEAU IV 





1 


2 


3 


4 


5 


6 


20 


N'l 

4 j 


277 


125 


89 


17 


50 




7 j 


1545 


3 


762 


175 


0,2 


25 


N'2 

6j 


838 


628 


51 


86 


82 



Dans 1' experience 1, on observe des le qua- 
trieme jour une forte production d' alcool vanillique 
associee a la production de vanilline. Au septieme jour, 
toute la vanilline produite a ete metabolisee en alcool 
vanillique . 

Dans 1' experience 2, la vanilline a ete fixee 
par la resine au fur et a mesure de sa production (94 % 
de la vanilline produite a ete fixee sur la resine 
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utilisee), avant qu'elle ne soit transformee en alcool 
vanillique. 

^.HiUmf im «"^i M par l 'utni nation fl« g»ll9frtag» 

Pour illustrer cet exemple, une souche repre- 
sentative d'une espece de Basidiomycete produisant prin- 
cipalement de la methoxyhydroquinone a ete choisie. 

II s'agit de la souche MUCL 38467 de 
Pycnoporus ciimaharinus. Cette souche a ete mise en cul- 
ture comme indique a 1' exemple 1 ci-dessus. 

L' acide vanillique a ete ajoute sequentielle- 
ment, a savoir : 0.3 g/1 au bout de 3 jours de culture, 
puis 0,3 g/1 tous les jours. 

Pour 1' experience 1, la source de carbone 
utilisee est le maltose, a une concentration de 20 g/1. 

Pour Inexperience 2, la source de carbone 
utilisee est le cellobiose, a raison de 5 g/1. 

L'acide vanillique et ses metabolites sont 
doses, comme decrit a 1' exemple 1 ci-dessus. 

Les resultats, apres 7 jours de croissance de 
la culture, sont indiques dans le Tableau V ci-dessous. 
Legende du Tableau V : 
Colonne 1 : Numero de Inexperience ; 
Colonne 2 : Acide vanillique consomme (mg/1) ; 
25 Colonne 3 : Vanilline produite (mg/1) ; 

Colonne 4 : Methoxyhydroquinone produite (mg/1) ; 
Colonne 5 : Alcool vanillique produit (mg/1) ; 
Colonne 6 : Rendement molaire (%) ; le rendement molaire 
est defini comme le nombre de moles de vanilline pro- 
30 duites pour 100 moles d' acide vanillique consommees . 



BNSDOCID: <WO_9608576A1 J_> 



WO 96/08576 



PCT/FR95/01173 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



17 

TABLEAU V 





1 


2 


3 


4 


5 


6 


5 


N'l 


1198 


166 


709 


30 


15 




N*2 


941 


481 


62 


70 


59 



on observe apres 7 jours 



e levees en vanilline 



ma is 



de culture des productions 
aussi en m^thoxyhydroquinone . 

Dans I' experience 2, 1 'utilisation de cello- 
bxose comme source de carbone, a permis de limiter tres 
sxgnificativement la production de methoxyhydroquinone, 
et d'augmenter celle de vanilline. 

Dans une deuxieme serie d • experiences 
decrites ci-dessous, ou le maltose est utilise comme 
source de carbone principale, l'ajout de cellobiose avant 
l'ajout du precurseur permet egalement de limiter tres 
sxgnificativement la production de methoxyhydroguinone et 
d'augmenter celle de vanilline. 

Les milieux et conditions de culture suivants 
ont 4t6 utilises: 

- Maltose 1 : Seule source de carbone : maltose a 20 g/1. 

: Source de carbone : maltose a 2 0 g/1 
0,25% (p/v) de cellobiose apres 3 
2 h avant l'ajout d'acide vanillique. 
: Source de carbone : maltose a 2 0 g/1 + 
0,35% (p/v) de cellobiose apres 3 jours 
2 h avant l'ajout d'acide vanillique. 
: Source de carbone : maltose a 20 g/1 
0,5% (p/v) de cellobiose apres 3 
2 h avant l'ajout d'acide vanillique. 
: Source de carbone : maltose a 20 g/1 + 
addition de 0,25% (p/v) de cellobiose apres 3 jours, 4 
jours. 5 jours, et 6 jours d ' incubation, chaque ajout 
precedant de 2 heures l'ajout d'acide vanillique. 



- Maltose 2 
addition de 
d' incubation, 

- Maltose 3 
addition de 
d ' incubation, 

- Maltose 4 
addition de 
d' incubation, 

- Maltose 2C 



+ 

jours 



+ 

jours 
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_ Maltose 3C : Source de carbone : maltose a 20 g/1 ♦ 
addition de 0^5% <p/v) de cellobiose apres 3 ]ours 
addxtxon ^ d . mcubation, chaque a 3 aut 

iours, 5 }ours, j . - - . 

precedant de 2 neures 1'ajout decide van.lUque 
! Maltose 4C Source de carbone , maltose a 20,/! 
addition de 0.5* (p/v) de cellob.ose apres 3 jour.. « 
jours. 5 jours, .t 6 Jours d'incubat.on chaque a,out 
precedent de 2 neures 1'ajout decide vanUUgue^ 

Les resultats sont indiques dans le Tableau 

VI ci-dessous. 

Legende du Tableau VI : 

Colonne 1 : Numero de 1 • experience ; 

2 : Acide vanillique consomme (mg/D ; 

3 : vanilline produite (mg/D ; 

4 : Methoxyhydroquinone produite (mg/D ; 

5 • Alcool vanillique produit (mg/1) ; 

6 Rendement molaire (%) ; le rendement molaire 
est xcx def ini comme le nombre de moles de vanilline pro- 
duces pour 100 moles d'acide vanillique consommes. 

TABLEAU VI 



Colonne 
Colonne 
Colonne 
Colonne 
Colonne 
est ici 



30 
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l«B«nt da la 1,3 Int 

Pour illustrer cet exemple, une souche repre- 
sentative d'une espece de Basidiomycete accumulant la 
vanilline a ete choisie. 

II s'agit d'une souche de Nidula niveo-tomentosa qui est 
accessible aupres de l'ATCC sous le numero 38357. Cette 
souche a ete mise en culture coirane indique a 1 ' exemple 1 
ci-dessus . 

L'acide vanillique a ete ajoute sequentielle- 
ment, a savoir : 0,3 g/1 au bout de 3 jours de culture, 
puis 0,3 g/1 tous les jours. 

L'acide vanillique et ses metabolites sont 
doses coirane decrit a 1* exemple 1 ci-dessus. 

Les resultats, au 8eme jour de croissance de 
la culture, sont indiques dans le Tableau VII ci-dessous. 
Legende du Tableau VII : 

Colonne 1 : Acide vanillique consomme (mg/1) ; 
: Vanilline produite (mg/1) ; 
: Alcool vanillique produit (mg/1) ; 
: Methoxyhydroquinone produite (mg/1) ; 
: Rendement molaire ( % ) . 

TABLEAU VII 



Colonne 
Colonne 
Colonne 
Colonne 



2 
3 
4 
5 



25 


1 


2 


3 


4 


5 




1252 


444 


20 


334 


39 



pro- 



35 



Cette souche accumulant la vanilline 
duite, tres peu d 1 alcool vanillique est obtenu. 

Pour optimiser 1 ' utilisation de cette souche, 
on peut d'une part pieger la vanilline au fur et a mesure 
de sa production, par exemple en utilisant des resines 
comme d6crit a 1' exemple 4 ci-dessus, et d* autre part 
ajouter du cellobiose afin de limiter la quantite de 
methoxyhydroquinone produite, comme decrit & 1' exemple 5 
ci-dessus . 
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REVENDICATIONS 

1) Procede d'obtention de l'acide vanillique 
par bioconversion a partir de l'acide ferulique, caracte- 
rise en ce que ladite bioconversion est effectuee en uti- 

5 lisant une culture comprenant au moins une souche d'un 
champignon filamenteux choisi dans le groupe constitue 
par les Ascomycetes et les Basidiomycetes, ou au moins 
une souche d' Actinomycete. 

2) Procede d'obtention de vanilline par bio- 
10 conversion a partir de l'acide ferulique, lequel procede 

est caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape de transformation de l'acide 
ferulique en acide vanillique par un procede selon la 

revendication 1 ; 

- une etape de transformation de l'acide 
vanillique en vanilline par au moins uh champignon fila- 
menteux de la classe des Basidiomycetes . 

3) Procede d'obtention de vanilline selon la 
revendication 2, caracterise en ce qu'il comprend: 

20 _ une etape au cours de laquelle l'on ajoute 

de l'acide ferulique a une culture comprenant au moins 
une souche d'un champignon filamenteux choisi dans le 
groupe constitue par les Ascomycetes et les 
Basidiomycetes, ou au moins une souche d' Actinomycete, et 
25 l'on recueille l'acide vanillique produit ; 

- une etape au cours de laquelle on ajoute 
l'acide vanillique produit au cours de la premiere etape 
a une culture comprenant au moins une souche d'un champi- 
gnon filamenteux de la classe des Basidiomycetes, et l'on 
3 0 recueille la vanilline produite. 

4) Procede d'obtention de vanilline selon la 
revendication 2, caracterise en ce que l'on ajoute de 
l'acide ferulique a une culture comprenant au moins une 
souche d'un champignon filamenteux choisi dans le groupe 
35 constitue par les Ascomycetes et les Basidiomycetes, ou 
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au moins une souche d'Actinomycete, et l'on recueille la 
vanilline produite. 

5) Procede selon vine quelcongue des revendi- 
cations 1 a 4, caracterise en ce que l'on met en oeuvre 
au moins une souche choisie dans le groupe constitue par 
: les souches d ■ Ascomycetes appartenant aux genres 
Eurotium, Penicillium, et Aspergillus ; les souches de 
Basidiomycetes appartenant aux genres Bjerkandera, 
Nidula, Nidularia, Phanerochaete , Pycnoporus. Trametes, 
Lentinus, et Ischnoderma, et les souches d' Actinomyces 
appartenant au genre Strep tomyces. 

6) Procede selon la revendication 5, caracte- 
rise en ce que l'on met en oeuvre une souche 
d- Aspergillus niger deposed le 31 aout 1994 aupres de la 

15 CNCM, sous le numero 1-1472 

7) Procede selon une quelconque des revendi- 
cations 2 a 6, caracterise en ce que l'on met en oeuvre, 
pour la deuxieme etape au moins une souche choisie dans 
le groupe constitue par des Basidiomycetes appartenant 
aux genres Bjerkandera, Nidula, Nidularia, Phanerochaete , 
Pycnoporus, Trametes, Lentinus. et Ischnoderma. 

8) Proced£ selon la revendication 7, caracte- 
rise en ce que l'on met en oeuvre une souche de 
f * a ?. eX " OCi3aete cnrysosporium deposee le 31 aoQt 1994 

25 aupres de la CNCM, sous le numero 1-1471. 

9) Procede selon une quelconque des revendi- 
cations 1 a 8, caracterise en ce que le milieu de culture 
comporte une source de carbone qui comprend ou est 
constitute par au moins un phospholipide. 

30 10 > Procede selon la revendication 9 caracte- 

rise en ce que ledit phospholipide est choisi dans le 
groupe constitue par la phosphatidylcholine, la lysophos- 
phatidylcholine, la phosphatidylethanolamine, 

l'acylphosphatidylethanolamine, le phosphatidylinositol , 

35 et l'acide phosphatidique . 
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11) Procede selon une quelconque des revendi- 
cations 9 ou 10 caracterise en ce que ledit phospholipide 
ou melange de phospholipides est utilise a une concentra- 
tion comprise entre 0,1 et 20 g/1. 
5 12) Procede selon une quelconque des revendi- 

cations 1 a 11. caracterise en ce que le milieu de cul- 
ture comporte une source de carbone qui comprend ou est 
constitute par du cellobiose. 

13) Procede selon la revendication 12, carac- 
10 terise en ce que le milieu de culture comprend du cello- 
biose a une concentration comprise entre 0,5 g/1 et 
10 g/1- 

14) Procede selon la revendication 13, carac 
terise en ce que le milieu de culture comprend du cello- 

15 biose a une concentration d' environ 5g /l. 

15) Procede selon une quelconque des revendi- 
cations 1 a 14, caracterise en ce que 1'acide ferulique 
est ajoute a raison de 0,1 a 2 g/1. 

16) Procede selon une quelconque des revendi- 
cation* 2 a 15, caracterise en ce que 1'acide vanillique 
est ajoute a raison de 0,1 a 2 g/1. 

17) Procede selon une quelconque des revendi- 
cations 1 a 16, caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre 
en presence d'une resine hydrophobe. 

25 18 ) Procede selon la revendication 17, carac- 

terise en ce que ladite resine de type hydrophobe est 
choisie dans le groupe constitue par les resines XAD2, 
XAD4, XAD7, XAD761, et S112 . 
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